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ABSTRAKT
Tato pra´ce se zaby´va´ funkcionalizovany´mi nanostrukturami. V prvn´ı cˇa´sti jsou zm´ıneˇny
materia´ly vhodne´ pro funkcionalizaci, vyuzˇit´ı funkcionalizovany´ch nanostruktur v ob-
lasti medic´ıny a biochemie a metody detekce zmeˇn opticky´ch vlastnost´ı. Ve druhe´ cˇa´sti
jsou zkouma´ny zmeˇny opticky´ch vlastnost´ı nanostruktur po funkcionalizaci pomoc´ı spek-
troskopicke´ elipsometrie a FTIR spektroskopie.
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ABSTRACT
This thesis deals with functionalized nanoparticles. In the first part there are mentioned
materials suitable for a functionalization, the usage of functionalized nanoparticles in
medicine and biochemistry and detection methods of changes of optical properties. In
the second part changes of optical properties after functionalization are investigated by
spectroscopic ellipsometry and FTIR spectroscopy.
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1 U´VOD
Funkcionalizovane´ nanostruktury patrˇ´ı mezi nejvy´znamneˇjˇs´ı te´mata, ktery´mi se za-
by´vaj´ı veˇdecˇt´ı pracovn´ıci v mnoha oborech. Funkcionalizace prop˚ujcˇuje nanostruk-
tura´m unika´tn´ı vlastnosti, ktery´mi za norma´ln´ıch podmı´nek nedisponuj´ı (naprˇ´ıklad
specifickou reaktivitu) nebo mu˚zˇe naopak uchova´vat vlastnosti, ktere´ by nanostruk-
tury cˇasem ztra´cely (naprˇ´ıklad oxidac´ı).
Tato pra´ce se zameˇrˇuje na funkcionalizovane´ nanocˇa´stice z pohledu mozˇne´ho
vyuzˇit´ı v oblastech biochemie a medic´ıny. Jsou zde zmı´neˇny materia´ly vhodne´ k funk-
cionalizaci. Da´le je rozepsa´no vyuzˇit´ı funkcionalizovany´ch nanostruktur jako pro-
strˇedku ke zlepsˇen´ı dosavadn´ıch senzor˚u vyuzˇ´ıvany´ch prˇedevsˇ´ım v medic´ıneˇ. Jsou
zde zmı´neˇny i pra´ce, kde detekcˇn´ı limity koncentrac´ı detekovany´ch la´tek takto upra-
veny´ch senzor˚u mohou by´t azˇ v rˇa´dech jednotek fmol·l−1. Toho se mu˚zˇe vyuzˇ´ıt
k detekci onemocneˇn´ı, chorob, ale take´ zˇivotu nebezpecˇny´ch la´tek cˇi bakteri´ı jak
v prostrˇed´ı, tak i v potravina´ch. Funkcionalizovane´ nanocˇa´stice se mohou vyuzˇ´ıt
take´ prˇi rozborech a cˇiˇsteˇn´ı vodn´ıch zdroj˚u od teˇzˇky´ch kov˚u. V medic´ıneˇ se mohou
funkcionalizovane´ nanostruktury d´ıky jejich c´ılene´mu nava´deˇn´ı uplatnit v boji proti
rakovineˇ nebo na´dorovy´m onemocneˇn´ım, cozˇ mu˚zˇe vy´razneˇ sn´ızˇit vedlejˇs´ı u´cˇinky cele´
terapie. V biomedic´ıneˇ a biochemii se funkcionalizovane´ nanostruktury mohou vyuzˇ´ıt
jako prostrˇedky k sledova´n´ı s´ıly molekulovy´ch interakc´ı, genove´mu inzˇeny´rstv´ı, sta-
bilizaci koloidn´ıch roztok˚u nebo jako dopravn´ıch prostrˇedk˚u u´cˇinny´ch la´tek do buneˇk
nebo jejich okol´ı. Tyto mozˇnosti jsou popsa´ny v prvn´ı cˇa´sti te´to pra´ce spolecˇneˇ s me-
todami detekce zmeˇn opticky´ch vlastnost´ı nanostruktur vlivem funkcionalizace.
Ve druhe´ cˇa´sti jsou rozebra´ny provedene´ experimenty. Jsou zde popsa´ny prˇ´ıpravy
vzork˚u nanostruktur pro meˇrˇen´ı zmeˇn opticky´ch vlastnost´ı vlivem funkcionalizace
jednovla´knovou DNA (z anglicke´ho DeoxyriboNucleic Acid – deoxyribonukleova´ ky-
selina). Meˇrˇen´ı byla provedena na elipsometru a FTIR (z anglicke´ho Fourier Trans-
form InfraRed spectroscopy – infracˇervena´ spektroskopie s Fourierovou transformac´ı)
spektrometru. Jsou zde uvedeny a zhodnoceny vy´sledky obou meˇrˇen´ı s na´vrhem
dalˇs´ıho postupu ve zkouma´n´ı cele´ problematiky.
13

2 MATERIA´LY VHODNE´ K FUNKCIONALI-
ZACI
Funkcionalizace je definova´na jako umı´steˇn´ı funkcˇn´ıch skupin chemicky´ch sloucˇenin
na povrch nanostruktur.
Funkcionalizace se prova´d´ı v´ıcefunkcˇn´ımi molekulami tak, aby jedna funkcˇn´ı
skupina slouzˇila k prˇichycen´ı na povrch nanostruktur a jedna cˇi v´ıce ostatn´ıch byly
prˇ´ıstupne´ k nava´za´n´ı dalˇs´ıch chemicky´ch la´tek.
V te´to kapitole budou popsa´ny materia´ly vhodne´ k funkcionalizaci.
2.1 Usˇlechtile´ kovy
Nejcˇasteˇjˇs´ım materia´lem, ktery´ se vyuzˇ´ıva´ na vy´robu nanostruktur vhodny´ch k funk-
cionalizaci jsou usˇlechtile´ kovy. Kovy, ktery´ch se hojneˇ vyuzˇ´ıva´ jsou prˇedevsˇ´ım zlato
a strˇ´ıbro. Jenich funkcionalizace se prova´d´ı pobodobneˇ, proto se v dalˇs´ım textu
budu zaby´vat funkcionalizac´ı zlata. Zlate´ nanostruktury se pro vyuzˇit´ı v biosenzo-
rech funkcionalizuj´ı nejr˚uzneˇjˇs´ımi biochemicky´mi sloucˇeninami, ale za´kladn´ı princip
je u vsˇech stejny´. Vsˇechny biomolekuly, ktere´ je potrˇeba nava´zat na zlaty´ povrch
(ante´ny, nanocˇa´stice) je potrˇeba nejdrˇ´ıve opatrˇit thiolovou skupinou (-SH), ktera´
pak s povrchem zlaty´ch nanostruktur dobrˇe interaguje.
Jelikozˇ je zlato inertn´ı materia´l, veˇdce zaj´ımalo, jak se s´ıra na povrch zlaty´ch
nanostruktur va´zˇe. Byla provedena simulace a podle ab initio vy´pocˇt˚u se uka´zalo, zˇe
se s´ıra na zlato neva´zˇe kovalentn´ı vazbou, ale vazba je vytvorˇena sd´ılen´ım elektron˚u
jednoho atomu s´ıry se trˇemi atomy zlata [1].
Imobilizace thiolovany´ch molekul na povrch zlaty´ch nanocˇa´stic lze prova´deˇt
nejr˚uzneˇjˇs´ım zp˚usobem:
Na´hodnou funkcionalizac´ı, kdy je cely´ povrch nanostruktur ve styku s kapa-
linou a molekuly se tak maj´ı mozˇnost prˇichytit na povrch na´hodneˇ.
Vytva´rˇen´ım SAM (samousporˇa´dane´ monovrstvy – z anglicke´ho Self Assam-
bled Monolayer), kde se uplatnˇuj´ı protich˚udne´ silove´ u´cˇinky jednotlivy´ch slozˇek mo-
lekul a molekuly se usporˇa´da´vaj´ı ve snaze o dosazˇen´ı termodynamicke´ho stavu s
minimem energie. S´ıly uplatnˇuj´ıc´ı se prˇi tvorˇen´ı SAM jsou naprˇ´ıklad hydrofiln´ı a
hydrofobn´ı interakce, kapila´rn´ı, van der Waalsovy, Coulombicke´ s´ıly nebo vod´ıkove´
mu˚stky.
Funkcionalizac´ı pomoc´ı DPL (Dip Pen Lithography) – ktere´ se prova´d´ı
pomoc´ı modifikovane´ho AFM hrotu (viz obra´zek 2.1).
Vytva´rˇen´ım slozˇiteˇjˇs´ıch multivrstev, kdy se naprˇ´ıklad na jizˇ vytvorˇenou
monovrstvu da´le chemicky va´zˇou dalˇs´ı vrstvy. To se prova´d´ı, aby na povrchu mul-
tivrstvy byly potrˇebne´ funkcˇn´ı skupiny.
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Obra´zek 2.1: Dip pen lithography – hrot AFM se ponorˇ´ı do kapky roztoku s moleku-
lami, ktery´mi chceme povrch funkcionalizovat. Po zaha´jen´ı skenova´n´ı se za
hrotem vytva´rˇ´ı samousporˇa´dana´ monovrstva na za´kladeˇ vy´sˇe uvedeny´ch pro-
tich˚udny´ch silovy´ch u´cˇink˚u p˚usob´ıc´ıch na molekulu. V tomto prˇ´ıpadeˇ si thio-
lova´ skupina (naznacˇena´ oranzˇovou kulicˇkou) seda´ na zlaty´ povrch a uhl´ıkate´
rˇeteˇzce (naznacˇene´ zelenou lomenou cˇa´rou) se samousporˇa´da´vaj´ı na za´kladeˇ
p˚usoben´ı hydrofobn´ıch sil.
2.2 Magneticke´ materia´ly
Magneticke´ materia´ly se veˇtsˇinou pouzˇ´ıvaj´ı ve spojen´ı s nanocˇa´sticemi. U teˇchto
struktur je velice d˚ulezˇite´, aby si svoji magnetickou vlastnost udrzˇely i po funkcio-
nalizaci na delˇs´ı cˇas. Toho se dosahuje obalen´ım magneticky´ch nanocˇa´stic do kapsle
z jine´ho materia´lu tak, aby se k nim nedostal naprˇ´ıklad kysl´ık. V prˇ´ıpadeˇ materia´l˚u,
ktere´ se mohou pasivovat oxidac´ı, se jejich povrch uprav´ı mı´rnou oxidac´ı [2].
Magneticke´ nanocˇa´stice se nejcˇasteˇji obaluj´ı do teˇchto druh˚u materia´l˚u: surfak-
tanty a polymery, usˇlechtile´ kovy, oxid krˇemicˇity´ a uhl´ık (viz obra´zek 2.2A). Rovneˇzˇ
se vyuzˇ´ıva´ zabudova´n´ı magneticky´ch nanocˇa´stic do jine´ho materia´lu, ktery´ je chra´n´ı
prˇed vneˇjˇs´ımi vlivy (viz obra´zek 2.2B) [2].
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Obra´zek 2.2: Prˇ´ıklady postup˚u prˇ´ıpravy kapsl´ı magneticky´ch nanocˇa´stic. (A) Postup vy-
tvorˇen´ı polystyrenove´ kapsle. V prvn´ım kroku vyuzˇita kyselina 3-chlor propi-
onova´ (C3H5ClO2), ve druhe´m prˇida´n chlorid meˇd’ny´ (CuCl) s 4-4-dinonyl-
2,2-bipyridin (dNbipy) a styren. Zahrˇa´to na 130 ◦C kv˚uli polyperizaci.
(B) Zabudova´n´ı magneticky´ch nanocˇa´stic do jine´ho materia´lu. V prvn´ım
kroku jsou k SiO2 nanocˇa´stic´ım funkcionalizovany´ch molekulou zakoncˇenou
aminovou skupinou prˇida´ny 15nm nanocˇa´stice Fe3O4. Da´le jsou prˇida´ny 1
- 3 nm velke´ zlate´ nanocˇa´stice a po redukci kyselinou chlorozlatitou jsou
vytvorˇeny trˇ´ıvrstve´ magneticke´ nanocˇa´stice [2].
2.3 Ostatn´ı materia´ly
Dalˇs´ımi materia´ly, ktere´ se vyuzˇ´ıvaj´ı k funkcionalizaci jsou naprˇ´ıklad keramicke´
materia´ly, krˇemı´k nebo diamant. Pro veˇtsˇinu materia´l˚u funkcionalizace umozˇnˇuje
vytva´rˇet stabiln´ı koloidn´ı roztoky nanocˇa´stic. Nebo je mozˇne´ na funkcionalizovany´ch
povrsˇ´ıch vytva´rˇet tenke´ vrstvy, cˇi filmy [3]. Funkcionalizace mu˚zˇe take´ slouzˇit k och-
raneˇ povrchu nanokrystal˚u, a udrzˇet tak jejich vlastnosti [4] nebo d´ıky mechanicky´m
vlastnostem a chemicke´ stabiliteˇ vytva´rˇet podklady pro r˚uzna´ meˇrˇen´ı [5].
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3 FUNKCIONALIZACE
Jak uzˇ bylo popsa´no, funkcionalizace se prova´d´ı v´ıcefunkcˇn´ımi molekulami tak, aby
jedna funkcˇn´ı skupina slouzˇila k prˇichycen´ı na povrch nanostruktur a jedna cˇi v´ıce
ostatn´ıch byly prˇ´ıstupne´ k nava´za´n´ı dalˇs´ıch chemicky´ch la´tek.
V na´sleduj´ıch kapitola´ch budou popsa´ny u´cˇely funkcionalizace formou demon-
strace jednotlivy´ch proble´mu˚ na veˇdecky´ch cˇla´nc´ıch.
3.1 Funkcionalizace za u´cˇelem detekce
Funkcionalizovane´ nanostruktury se vyuzˇ´ıvaj´ı prˇedevsˇ´ım k detekci r˚uzny´ch che-
mika´li´ı, biomolekul a dokonce i cely´ch buneˇk. Staly se neodmyslitelny´m za´kladem
pro vy´robu modern´ıch senzor˚u a zarˇ´ızen´ı nazy´vany´ch
”
lab-on-chip“ (laboratorˇ na
cˇipu). V dnesˇn´ı dobeˇ je snaha vsˇe miniaturizovat, a proto jsou funkcionalizovane´
nanostruktury pro tvorbu novy´ch senzor˚u a detektor˚u nezbytne´. Nejen, zˇe funkcio-
nalizovane´ nanostruktury poma´haj´ı v jizˇ zmı´neˇne´ miniaturizaci, ale taky ve veˇtsˇineˇ
prˇ´ıpad˚u odpada´ nutnost la´tky jakkoli znacˇit (naprˇ´ıklad fluorescencˇneˇ).
V dalˇs´ım textu budou popsa´ny vybrane´ metody detekce teˇzˇky´ch kov˚u, toxin˚u,
bakteria´ln´ıch antigen˚u, marker˚u chorob, oligonukleotid˚u a DNA.
3.1.1 Detekce teˇzˇky´ch kov˚u
Teˇzˇke´ kovy jsou pro cˇloveˇka toxicke´ a by´vaj´ı rizikovy´m faktorem neˇktery´ch nemoc´ı
(naprˇ. hlin´ık u Alzheimerovy choroby). To je d˚uvodem hygienicky´ch kontrol cˇistoty
studn´ı, prˇehrad, rˇek a vodn´ıch zdroj˚u. Funkcionalizovane´ nanocˇa´stice jsou vhodny´m
kandida´tem na rychlou a snadnou detekci prˇ´ıtomnosti teˇzˇky´ch kov˚u ve vodeˇ.
Chanana a kol. [6] popsali interakci 15nm zlaty´ch nanocˇa´stic funkcionalizovany´ch
insulinem s teˇzˇky´mi kovy a zmeˇnu opticky´ch vlastnost´ı v roztoc´ıch o r˚uzne´m pH
(obra´zek 3.1A). Velice d˚ulezˇite´ bylo zjiˇsteˇn´ı, zˇe takto prˇipraveny´ roztok dobrˇe reaguje
na prˇ´ıtomnost teˇzˇky´ch kov˚u v roztoku. Jak lze videˇt na obra´zku 3.1B-C, dobrˇe
s takovy´mi cˇa´sticemi reaguj´ı naprˇ´ıklad ionty hlin´ıku, lanthanu, zlata, olova, rtuti,
strˇ´ıbra, chromu, kadmia.
Jiny´ prˇ´ıklad podal Olea-Jime´nez a kol. Ve sve´ pra´ci [7] ukazuj´ı, zˇe je mozˇne´ z
vody odstranit teˇzˇke´ kovy pomoc´ı vhodny´ch funkcionalizovy´ch nanocˇa´stic. Demon-
strovali to na prˇ´ıkladu vychyta´va´n´ı rtuti z vody (viz obra´zek 3.2). Zlate´ nanocˇa´stice
funkcionalizovali citra´tem sodny´m. Ten v tomto prˇ´ıpadeˇ funguje nejen jako stabi-
liza´tor koloidn´ıho roztoku zlaty´ch nanocˇa´stic, ale za´rovenˇ napoma´ha´ cele´mu procesu
agregace jako katalyza´tor. V odpadn´ı vodeˇ se totizˇ rtut’ vyskytuje ve formeˇ Hg2+,
a aby reagovala se zlatem, je potrˇeba redukovat tento kationt na Hg0. To pra´veˇ
zajiˇst’uje citra´t sodny´.
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Obra´zek 3.1: (A) Insulinem funkcionalizovane´ zlate´ nanocˇa´stice v prˇ´ıtomnosti roz-
tok˚u o r˚uzne´m pH. (B-C) Insulinem funkcionalizovane´ zlate´ nanocˇa´stice v
prˇ´ıtomnosti kov˚u [6]. Na obra´zku jde videˇt, zˇe v prˇ´ıtomnosti neˇktery´ch iont˚u
zlate´ nanocˇa´stice agreguj´ı d´ıky ovlineˇn´ı jejich povrchove´ho na´boje, ktery´ je
stabilizuje (viz sekce 3.2).
Obra´zek 3.2: Odstranˇova´n´ı rtuti pomoc´ı citra´tem funkcionalizovany´ch zlaty´ch nanocˇa´stic
[7]. Na zacˇa´tku jsou citra´tem sodny´m (Sodium citrate) obalene´ zlate´
nanocˇa´stice (Au NP – gold nanoparticles) rozpusˇteˇny ve vodeˇ kontamino-
vane´ rtut´ı (Hg). Po 24 hodina´ch prˇi teploteˇ 25◦C je videˇt, zˇe se na dneˇ z
roztoku vyloucˇil amalga´m zlata (Au3Hg). Cely´ syste´m lze obnovit zahrˇa´t´ım,
kdy se z amalga´mu vyloucˇ´ı rtut’ a zlato je opeˇt volne´ k opeˇtovne´mu pouzˇit´ı.
Cely´ pokus byl opakova´n i v prˇ´ıtomnosti jiny´ch iont˚u, aby byly co nejle´pe si-
mulova´ny podmı´nky v odpadn´ıch voda´ch, kde se uvazˇuje o vyuzˇit´ı takto funkci-
onalizovany´ch nanocˇa´stic. Experimenty vykazovaly azˇ 70% eliminaci rtuti z vody.
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Efektivita eliminace nejv´ıce za´lezˇela na koncentraci strˇ´ıbrny´ch iont˚u. Prˇi koncent-
raci strˇ´ıbra 5 ppm nebylo mozˇno doc´ılit tak vysoke´ eliminace (nedosa´hla ani 20 %)
jako prˇi koncentraci 1 ppm (okolo 50 %) (viz obra´zek ??). Zrˇejmeˇ je to zp˚usobeno
nasycen´ım povrchu zlaty´ch nanocˇa´stic strˇ´ıbrny´mi ionty [7].
Obra´zek 3.3: Selektivn´ı eliminace Hg v prˇ´ıtomnosti jiny´ch iont˚u [7]. Na tomto grafu lze
videˇt ovlivneˇn´ı eliminace (Elimination) rtuti prˇ´ıtomnost´ı r˚uzny´ch iont˚u. V
legendeˇ grafu je pak zna´zorneˇno o jake´ ionty se jednalo, kde cˇ´ıslo v za´vorce
naznacˇuje oxidacˇn´ı stav kovu (naprˇ´ıklad Hg(II) znacˇ´ı iont Hg2+). Nejveˇtsˇ´ı
pokles eliminace rtuti je v prˇ´ıtomnosti Ag iont˚u (o koncentraci 5 ppm).
Prˇ´ıtomnost Fe3+ iont˚u naopak eliminaci Hg zvy´sˇilo.
3.1.2 Detekce toxin˚u
Toxiny jsou bakteria´ln´ı rostlinne´ nebo zˇivocˇiˇsne´ jedy. Mohou to by´t male´ molekuly,
peptidy nebo b´ılkoviny, ktere´ jsou schopny zp˚usobit onemocneˇn´ı prˇi jejich pohlcen´ı
zˇivou tka´n´ı, a to interakc´ı s biologicky´mi makromolekulami, naprˇ´ıklad enzymy nebo
buneˇcˇny´mi receptory.
Dı´ky mozˇne´ hrozbeˇ bio-teroristicky´ch u´tok˚u byly vyvinuty na za´kladeˇ nano-
struktur biosenzory schopne´ analyzovat mozˇne´ kontaminovane´ vzorky velice rychle
a prˇesneˇ (30 s - 20 min jeden vzorek). Takto je mozˇne´ detekovat naprˇ´ıklad ricin nebo
antrax.
Vy´zkumny´ ty´m B.N. Feltise [8] studoval mozˇnosti detekce pra´veˇ zmı´neˇne´ho ri-
cinu, ktery´ je pro lidsky´ organismus vysoce toxicky´ (smrtelna´ da´vka je 5µgkg−1).
Funkcionalizac´ı zlate´ho povrchu protila´tkou proti ricinu z´ıskali podklad pro SPR
senzor (z anglicke´ho Surface Plasmon Resonance). Tento senzor vyuzˇ´ıva´ zmeˇny
opticky´ch vlastnost´ı rezonance povrchovy´ch plazmonovy´ch polariton˚u povrchovy´ch
plazmon˚u, viz sekce 4.3). Pote´ byl na povrch prˇida´n roztok obsahuj´ıc´ı r˚uzne´ koncent-
race ricinu. Pomoc´ı SPR senzoru byli schopni za 10 minut p˚usoben´ı ricinu detekovat
koncentrace nad 200 ngrmml−1.
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Toxiny se mohou vyskytovat i ve zkazˇeny´ch potravina´ch p˚usoben´ım nejr˚uzneˇjˇs´ıch
bakteri´ı. Naprˇ´ıklad veˇdecky´ ty´m s cˇeskou u´cˇast´ı prof. Jiˇr´ıho Homoly studoval de-
tekci botulotoxinu produkovane´ho bakteriemi Clostridium botulinum, ktery´ je rovneˇzˇ
vysoce toxicky´ (smrtelna´ da´vka je 1 ngkg−1) a mu˚zˇe se vyskytovat naprˇ´ıklad v ne-
dostatecˇneˇ tepelneˇ upraveny´ch masny´ch a mle´cˇny´ch vy´robc´ıch, ryba´ch cˇi medu.
Funkcionalizac´ı zlate´ho povrchu multivrstvou zakoncˇenou specifickou protila´tkou
proti botulotoxinu (viz obra´zek 3.4) byli schopni pomoc´ı SPR senzoru detekovat kon-
centraci 1ngml−1. Koncentrace botulotoxinu v kontaminovany´ch potravina´ch jsou
vzˇdy nad 3 ngml−1. To znamena´, zˇe senzory zalozˇene´ na tomto principu jsou schopny
oznacˇit potraviny, ve ktery´ch je botulotoxin prˇ´ıtomen [9].
Obra´zek 3.4: Detekce botulotoxinu pomoc´ı SPR senzoru [9]. Nahorˇe je videˇt sche´ma mul-
tikana´love´ho SPR senzoru v tzv. Kretschmannoveˇ usporˇa´da´n´ı se sveˇtelny´m
paprskem (Light Beam) odra´zˇej´ıc´ım se tota´ln´ım odrazem na rozhran´ı hra-
nolu (Prism) zlate´ vrstvy, kde jsou naznacˇeny 4 pr˚utocˇne´ kana´ly (Flow
Channels). Ve spodn´ı cˇa´sti je naznacˇeno usporˇa´da´n´ı multivrstvy na povrchu
senzoru. Na zlatou vrstvu je nava´zany´ oligo(etylenglykol) z jedne´ strany
thiolovany´ (S-konec) a z druhe´ strany zakoncˇen bud’ alkoholovou skupinou
(OH-terminated OEG Thiol) nebo biotinem (Biotin-terminated OEG thiol).
Na tyto konce se prˇes streptavidinovy´ komplex va´zˇe biotinylovana´ protila´tka
(Biotinylated antibody). Tou se zachycuje zkoumany´ neurotoxin (Botulinum
Neurotoxin) a jesˇteˇ se na neˇj nava´zˇe sekunda´rn´ı protila´tka (Secondary An-
tibody), aby struktura byla teˇzˇsˇ´ı a tud´ızˇ sna´z detekovatelna´.
3.1.3 Detekce bakteria´ln´ıch antigen˚u
Antigeny jsou molekuly nejcˇasteˇji povrchovy´ch struktur bakteri´ı, vir˚u a dalˇs´ıch pato-
gen˚u. Pra´veˇ pomoc´ı teˇchto antigen˚u se da´ bunˇka identifikovat, protozˇe buneˇcˇna´ steˇna
bakteri´ı ma´ veˇtsˇinou na vneˇjˇs´ı straneˇ zabudovane´ specificke´ antigeny. Dı´ky nim je
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mozˇne´ bunˇku zachytit na protila´tkami funkcionalizovane´ nanostruktury a zmeˇrˇit jej´ı
prˇ´ıtomnost v okol´ı nanostruktur. Junxue Fu a jeho ty´m [10] uva´d´ı, zˇe d´ıky funkcio-
nalizovane´mu zlate´mu povrchu se jim podarˇilo zachytit a zmeˇrˇit prˇ´ıtomnost bakteri´ı
Salmonella. Jako podklad pro tento senzor pouzˇili sklo pokryte´ 3 nm chromu. Na
tento podklad naparˇili 10 nm tlustou vrstvu zlata (vytvorˇila sfe´ricke´ struktury),
kterou funkcionalizovali pomoc´ı DSP – dithiobis(succinimidyl)propiona´t – a na neˇj
nava´zali protila´tky anti-Salmonella. Povrch da´le upravili (nanesli z roztoku) pomoc´ı
hoveˇz´ıho se´rove´ho albuminu (BSA), aby nedocha´zelo k nespecificke´mu nava´za´n´ı
cˇehokoliv jine´ho. Pozorovali posun rezonancˇn´ıho maxima plazmonove´no p´ıku, ktery´
nav´ıc odpov´ıdal i jejich vypocˇteny´m teoreticky´m hodnota´m.
Obra´zek 3.5: Detekce bakteri´ı Salmonella pomoc´ı LSPR senzoru (z anglicke´ho Locali-
sed Surface Plasmon Resonance). Tento senzor vyuzˇ´ıva´ zmeˇny opticky´ch
vlastnost´ı rezonance lokalizovany´ch povrchovy´ch plazmonovy´ch polariton˚u,
viz sekce 4.4). Na sklo byla naparˇena 3nm silna´ vrstva chromu a na´sledneˇ
10 nm tlusta´ vrstva zlata. Zlato vytva´rˇelo na povrchu sfe´ricke´ struktury.
Tyto struktury byly funkcionalizova´ny pomoc´ı DSP (DSP coating) a na
neˇj byly nava´za´ny protila´tky anti-Salmonella (Antibody conjugation). Po-
vrch byl upraven pomoc´ı BSA, ktery´ blokuje nava´za´n´ı jake´koliv nespecificke´
chemika´lie (BSA blocking). Takto prˇipraveny´ senzor je schopen detekovat
nava´za´n´ı bakteri´ı Salmonella na jeho povrch (Salmonella binding) [10].
Vy´sˇe uvedeny´ cˇla´nek ukazuje, zˇe je mozˇne´ vyrobit senzor, ktery´ by velice rychle
odhalil prˇ´ıtomnost bakteri´ı, cozˇ by byl velky´ prˇ´ınos do detekce onemocneˇn´ı paci-
ent˚u. Nyn´ı se deˇlaj´ı zdlouhave´ testy spocˇ´ıvaj´ıc´ı v r˚ustu koloni´ı bakteri´ı z odebrane´ho
vzorku. V prˇ´ıpadeˇ pouzˇit´ı LSPR senzoru by stacˇilo aplikovat odebrany´ a naprˇ. ve fy-
ziologicke´m roztoku rozpusˇteˇny´ vzorek na tento senzor a na vy´sledek by se nemuselo
cˇekat v´ıce nezˇ pa´r minut.
Dalˇs´ı oblast´ı vyuzˇit´ı tohoto principu je bezpochyby hygiena a bezpecˇnost potra-
vin. Bakterie se totizˇ hojneˇ vyskytuj´ı v potravina´ch a to nejen zkazˇeny´ch. Mozˇnost
detekce v potravina´ch dokla´da´ i ty´m vedeny´ Allenem D. Taylorem (opeˇt s cˇeskou
u´cˇast´ı prof. Homoly) [11]. Zde byly studova´ny mozˇnosti detekce cˇtyrˇ r˚uzny´ch bakteri´ı
v jednom roztoku na jednom multikana´love´m SPR senzoru.
V kazˇde´m kana´lu byl zlaty´ povrch funkcionalizova´n multivrstvou zakoncˇenou
specificky´mi protila´tkami proti antigen˚um zkoumany´ch bakteri´ı (C. jejuni, L. mono-
cytogenes, E.coli a Salmonella spp). Bakterie byly spolecˇneˇ umı´steˇny do trˇ´ı r˚uzny´ch
roztok˚u – roztoku s pH 7,4, jablecˇne´ho dzˇusu s prˇ´ırodn´ım pH 3,7 a jablecˇne´ho dzˇusu
nastavene´ho na pH 7,4. Ve vsˇech trˇech prˇ´ıpadech byli schopni detekovat prˇ´ıtomnost
bakteri´ı od koncentrace 3, 4 · 103 CFUml−1 do 1, 2 · 105 CFUml−1 (Colony Forming
Unit – kolonie tvorˇ´ıc´ı jednotky, neˇkdy se znacˇ´ı KTJ).
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Obeˇ publikace dokazuj´ı mozˇnosti detekce bakteri´ı v n´ızky´ch koncentrac´ıch. Bo-
huzˇel ale posun rezonancˇn´ı frekvence u takto detekovany´ch cely´ch buneˇk je rˇa´doveˇ
v jednotka´ch nanometr˚u, protozˇe bunˇky jsou pomeˇrneˇ velke´ a nevejdou se do de-
tekcˇn´ı oblasti obsahuj´ıc´ı nanostruktury cele´. Nab´ız´ı se tedy mozˇnost rozb´ıt bunˇky
(naprˇ. bakterie) jizˇ prˇed nava´za´n´ım na nanostruktury a detekovat pouze cˇa´sti roz-
bity´ch bunˇecˇny´ch steˇn. Takto by se mohl povrch nanostruktur zaplnit daleko v´ıce a
posun rezonancˇn´ıho maxima by zrˇejmeˇ byl veˇtsˇ´ı.
3.1.4 Detekce marker˚u chorob
Funkcionalizovane´ nanostruktury by mohly by´t vyuzˇity take´ k detekci marker˚u
r˚uzny´ch chorob. Veˇtsˇina chorob se u cˇloveˇka projevuje prˇ´ıtomnost´ı urcˇity´ch bio-
molekul – tzv. marker˚u. Pomoc´ı funkcionalizovany´ch nanostruktur by se daly tyto
choroby detekovat jizˇ v brzke´m sta´diu d´ıky n´ızky´m detekcˇn´ım limit˚um, ktere´ pouzˇit´ı
funkcionalizovny´ch nanostruktur umozˇnˇuje dosa´hnout.
Na´zorneˇ to ukazuje pra´ce vy´zkumne´ho ty´mu vedene´ho Amandou J. Haes [12].
V tomto cˇla´nku je popsa´na mozˇnost detekce markeru Alzheimerovy nemoci (moz-
kove´ho jedu ADDL – z anglicke´ho
”
amyloid beta-derived diffusible ligands“). K
detekci pouzˇili protila´tkou anti-ADDL funkcionalizovane´ strˇ´ıbrne´ nanostruktury ve
tvaru troju´heln´ıku (viz obra´zek 3.6).
Obra´zek 3.6: Posun rezonancˇn´ıho maxima prˇi detekci pomoc´ı LSPR senzoru (A), strˇ´ıbrne´
nanostruktury prˇed (B) a po funkcionalizaci (C) [12].
Bylo mozˇno detekovat koncentrace azˇ do cca 10−8M, prˇi nizˇsˇ´ıch koncentrac´ıch se
jizˇ projevovalo nespecificke´ nava´za´n´ı jiny´ch molekul na senzor.
Jednou z dalˇs´ıch chorob, ktere´ je nutno odhalit v co nejraneˇjˇs´ım sta´diu je rako-
vina. To znamena´ detekovat rakovinne´ markery v co nejmensˇ´ı koncentraci. T´ımto
se zaby´vali naprˇ´ıklad na University of California [13]. Zde byl detekova´n antigen
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CA 19-9, ktery´ se pouzˇ´ıva´ k detekci rakoviny jater. V tomto experimentu byl vyuzˇit
funkcionalizovany´ zlaty´ povrch, ve ktere´m byly d´ıry o pr˚umeˇru 60 nm (viz obra´zek
3.7). Povrch byl pokryt multivrstvou zakoncˇenou protila´tkou proti zmı´neˇne´mu an-
tigenu. Aby nedocha´zelo k nespecificke´mu nava´za´n´ı molekul a znehodnocen´ı cele´ho
testu, byla vytvorˇena multivrstva i uvnitrˇ deˇr. Cely´ tento syste´m fungoval na prin-
cipu LSPR senzoru.
Obra´zek 3.7: Zlaty´ povrch s 60nm d´ırami [13].
Takto upraveny´ povrch senzoru byl vystaven nejprve dveˇma la´tka´m, ktere´ se
na povrch va´zat nemeˇly (hoveˇz´ı se´rovy´ albumin – BSA a karcinomn´ı embryonicky´
antigen – CEA) a pote´ se povrch vystavil roztoku antigenu CA 19-9 o koncent-
raci 2 µg ml−1.Vy´sledkem byla specificka´ detekce antigenu CA 19-9 v koncentraci 2
µg/ml, cozˇ po prˇepocˇtu odpov´ıda´ zhruba 1 pg antigenu na meˇrˇene´ plosˇe.
Detekc´ı rakovinny´ch marker˚u se take´ zaby´val ty´m G. Zhenga [14]. V te´to pra´ci je
popsa´na specificka´ detekce PSA (prostaticke´ho specificke´ho antigenu), jehozˇ zvy´sˇena´
produkce je charakteristicky´m znakem malign´ıch prostaticky´ch tka´n´ı. Pomoc´ı meˇrˇen´ı
vodivosti funkcionalizovany´ch polovodicˇovy´ch nanodra´t˚u bylo mozˇno detekovat prˇ´ı-
tomnost PSA. Byl vyroben senzorovy´ cˇip (viz obra´zek 3.8A) s nanodra´ty z dopo-
vane´ho krˇemı´ku. Dı´ky loka´ln´ı zmeˇneˇ na´boje (po nava´za´n´ı detekovane´ho antigenu)
byla take´ meˇrˇitelna´ zmeˇna vodivosti jednotlivy´ch nanodra´t˚u – rˇa´doveˇ des´ıtky nS prˇi
koncentraci PSA v rˇa´du jednotek pg ml−1 (viz obra´zek 3.8B). Detekcˇn´ı limit byl sta-
noven na koncentraci 75 fg ml−1, prˇi nizˇsˇ´ıch koncentrac´ıch uzˇ byl pomeˇr signa´l/sˇum
< 3. Takto bylo mozˇno specificky detekovat PSA i z nerˇedeˇne´ho se´ra, kde koncent-
race ostatn´ıch protein˚u byla zhruba o 9 rˇa´d˚u vysˇsˇ´ı. V za´veˇru cˇla´nku je zd˚urazneˇno,
zˇe detekcˇn´ı limit byl zp˚usoben jen dostupny´m elektronicky´m vybaven´ım.
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Obra´zek 3.8: (A) Cˇip vyrobeny´ k detekci PSA. Zna´zorneˇny´ vy´rˇez ma´ rozmeˇry 6×0, 5µm2.
(B) Graf za´vislosti vodivosti (Conductance) polovodicˇovy´ch nanodra´t˚u
(NW1 – polovodicˇ typu p, NW2 – polovodicˇ typu n) na cˇase. Svisle´ cˇa´ry s
cˇ´ısly naznacˇuj´ı cˇas, kdy byly na cˇip mikrofluidn´ım syste´mem prˇivedeny roz-
toky PSA v koncentraci: (1) 9 pg ml−1 (2) 0, 9 pg ml−1 (3) 0, 9 pg ml−1 + 10µg
ml−1 BSA (4) 0 pg ml−1 + 10µg ml−1 BSA (5) 9 g ml−1 [14].
3.1.5 Detekce aptamer˚u, oligonukleotid˚u a DNA
Detekci DNA, aptamer˚u1 a oligonukleotid˚u se v posledn´ıch neˇkolika letech dostalo
velke´ pozornosti, protozˇe maj´ı velke´ uplatneˇn´ı v medic´ıneˇ, diagnostice a v moni-
torova´n´ı v potravina´rˇske´m a farmaceuticke´m pr˚umyslu. Veˇtsˇina experiment˚u iden-
tifikuje specificke´ sekvence (sekvenova´n´ı DNA) hybridizac´ı sondy, ktera´ je imobili-
zova´na na nanostrukturˇe. Sekvenova´n´ı DNA je d˚ulezˇite´ pro detekci patogen˚u a v
biomedic´ınske´m vy´zkumu.
Jako nanostruktury se v tomto prˇ´ıpadeˇ veˇtsˇinou pouzˇ´ıvaj´ı zlate´ nanocˇa´stice
a sondy se imobilizuj´ı vazbou thiol-zlato. Tato funkcionalizace je jednoduchou che-
mickou reakc´ı, ktera´ nepotrˇebuje na´kladne´ vybaven´ı.
Momenta´lneˇ nejv´ıce prac´ı se zaby´va´ vyuzˇit´ım zlaty´ch nanocˇa´stic ke sn´ızˇen´ı limitu
detekce a zvy´sˇen´ı citlivosti senzor˚u.
Naprˇ´ıklad v cˇla´nku [16] bylo zjiˇsteˇno, zˇe jednovla´knova´ a dvouvla´knova´ DNA se
liˇs´ı v adsorpci na zlate´ nanocˇa´stice. Take´ zjistili, zˇe jednovla´knova´ DNA stabilizuje
koloidn´ı roztok zlaty´ch nanocˇa´stic a bra´n´ı jejich shlukova´n´ı. Pomoc´ı jednoduche´ho
kolorimetricke´ho meˇrˇen´ı byli schopni odliˇsit DNA jednovla´knovou od dvouvla´knove´.
Toho mu˚zˇe by´t vyuzˇito prˇi detekci specificke´ sekvence DNA pomoc´ı hybridizace.
Da´le byli schopni rozliˇsit i jednoba´zovy´ mismatch (nedokonale´ spa´rova´n´ı) a to prˇi
femtomolove´ koncentraci DNA. Da´le tato stejna´ veˇdecka´ skupina v cˇla´nku [17]
uka´zala, zˇe jednovla´knova´ DNA se dobrˇe va´zˇe na za´porneˇ nabite´ zlate´ nanocˇa´stice,
ale dvouvla´knova´ nikoliv. Po nava´za´n´ı fluorescencˇn´ı molekuly na jednovla´knovou
1Aptamery jsou jednorˇeteˇzcove´ oligonukleotidy DNA nebo RNA, mohou existovat take´ ap-
tamery peptidove´. Vsˇechny tyto molekuly naby´vaj´ı nejr˚uzneˇjˇs´ıch trojrozmeˇrny´ch struktur a d´ıky
tomu na sebe doka´zˇou nava´zat te´meˇrˇ jakoukoli proteinovou nebo sacharidovou molekulu. Neˇktere´
aptamery na sebe mohou va´zat take´ viry, cozˇ otev´ıra´ cestu k novy´m zp˚usob˚um terapie chrˇipkove´
infekce [15].
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DNA bylo zjiˇsteˇno, zˇe po nava´za´n´ı na zlate´ nanocˇa´stice docha´z´ı ke zha´sˇen´ı fluo-
rescence. Takto lze opeˇt jednodusˇe detekovat hybridizaci. Prˇi hybridizaci docha´z´ı k
elektrostaticke´mu odpuzen´ı molekuly z povrchu a obnoven´ı fluorescence.
Jednovla´knovou DNA funkcionalizovany´mi nanocˇa´sticemi se zaby´val naprˇ´ıklad
veˇdecky´ ty´m z Jizˇn´ı Koreje [18]. Byl zkouma´n jednak vliv koncentrace jednovla´knove´
DNA na koloidn´ı roztok zlaty´ch nanocˇa´stic s NaCl a pak take´ vliv koncentrace kom-
plementa´rn´ıho rˇeteˇzce na opticke´ vlastnosti roztoku zlaty´ch nanocˇa´stic funkcionali-
zovany´ch jednovla´knovou DNA. Na obra´zku 3.9A jde videˇt zmeˇnu barvy zp˚usobenou
r˚uznou koncentrac´ı jednovla´knove´ DNA. To koresponduje s absorpcˇn´ım spektrem,
ktere´ je na obra´zku 3.9B. Jednovla´knova´ DNA (ssDNA) totizˇ stabilizuje koloidn´ı
roztok zlaty´ch nanocˇa´stic a opeˇt se objevuje typicke´ absorpcˇn´ı maximum zlaty´ch
nanocˇa´stic okolo 520 nm, ktere´ bylo bez jednovla´knove´ DNA eliminova´no shlu-
kova´n´ım nanocˇa´stic.
Druhou cˇa´st experimentu popisuje obra´zek 3.10. V te´to cˇa´sti veˇdecky´ ty´m zkou-
mal za´vislost prˇ´ıtomnosti komplementa´rn´ıho rˇeteˇzce na opticke´ vlastnosti roztoku
zlaty´ch nanocˇa´stic, ktere´ byly funkcionalizova´ny jednovla´knovou DNA. Na obra´zku
lze videˇt vliv hybridizace na opeˇtovnou nestabilitu koloidn´ıho roztoku, a tud´ızˇ vymi-
zen´ı absorpcˇn´ıho maxima okolo 520 nm. Cˇ´ım veˇtsˇ´ı je koncentrace komplementa´rn´ıho
rˇeteˇzce, t´ım veˇtsˇ´ı je koncentrace hybridizovany´ch molekul DNA. Ty jsou za´porneˇ
nabity´m povrchem zlaty´ch nanocˇa´stic elektrostaticky odpuzova´ny a zp˚usobuj´ı veˇtsˇ´ı
u´bytek jednovla´knove´ DNA (spotrˇebovane´ prˇi hybridizaci), ktera´ stabilizuje koloidn´ı
roztok. Pomeˇr Rss/c vyjadrˇuje pomeˇr koncentrac´ı jednovla´knove´ DNA (ss), kterou
byly funkcionalizovane´ zlate´ nanocˇa´stice a jej´ıho komplementa´rn´ıho rˇeteˇzce (c).
Obra´zek 3.9: (A) Zmeˇna barvy 8,5nM koloidn´ıho roztoku zlaty´ch nanocˇa´stic s 50 µl 1M
NaCl v prˇ´ıtomnosti r˚uzne´ koncentrace 20b ssDNA. (B) Absorpcˇn´ı spektrum
roztok˚u. Koncentrace ssDNA byla (1) 0 M, (2) 0,01 µM, (3) 0,08 µM, (4)
0,1 µM, (5) 0,3 µM, (6) 0,4 µM, (7) 0,6 µM, (8) 1,0 µM [18].
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Obra´zek 3.10: (A) Zmeˇna barvy 8,5nM roztoku jednovla´knovou DNA funkcionalizovany´ch
zlaty´ch nanocˇa´stic v prˇ´ıtomnosti r˚uzne´ koncentrace komplementa´rn´ıho
rˇeteˇzce. (B) Absorpcˇn´ı spektrum roztok˚u. Pomeˇr koncentrac´ı Rss/c byla
(1) 0, (2) 0,5, (3) 0,75, (4) 0,80, (5) 0,85, (6) 0,90, (7) 1,00 [18].
3.2 Funkcionalizace za u´cˇelem stabilizace koloid-
n´ıch roztok˚u
Koloidn´ı roztoky nanocˇa´stic maj´ı tendenci se shlukovat a sedimentovat. Ve veˇtsˇineˇ
prˇ´ıpad˚u ma´ agregace za na´sledek ztra´tu vlastnost´ı spojovany´ch s koloidn´ım stavem
teˇchto nanocˇa´stic. Ke stabilizaci koloidn´ıch roztok˚u se pouzˇ´ıva´ neˇkolika mechanizmu˚.
Elektrostaticka´ stabilizace
Iontove´ sloucˇeniny, jako jsou halogenidy, karboxyla´ty nebo polyoxoanionty roz-
pusˇteˇne´ v roztoku (veˇtsˇinou vodne´m), mohou zp˚usobovat elektrostatickou stabi-
lizaci. Adsorpce teˇchto sloucˇenin a jejich odpov´ıdaj´ıc´ı protionty na povrchu kovu
vytvorˇ´ı okolo cˇa´stic elektrickou dvojvrstvu, cozˇ vyvola´ odpudivou elektrostatickou
interakci mezi cˇa´sticemi. Pokud je elektricky´ potencia´l dvojvrstvy dostatecˇneˇ velky´,
potom elektrostaticka´ repulze zabranˇuje agregaci cˇa´stic. Elektrostaticky stabilizo-
vane´ koloidn´ı suspenze jsou velmi citlive´ na jake´koliv vlivy, ktere´ rusˇ´ı dvojvrstvu,
jako je trˇeba iontova´ s´ıla nebo teplota, takzˇe kontrola teˇchto parametr˚u je nezbytna´
pro zajiˇsteˇn´ı u´cˇinne´ stabilizace koloidu.
U´cˇinnost elektrostaticke´ stabilizace lze jednodusˇe zjistit zmeˇnou iontove´ s´ıly roz-
toku, cehozˇ lze naprˇ´ıklad doc´ılit prˇida´va´n´ım soli. Prˇi vytvorˇen´ı takove´ iontove´ s´ıly
roztoku, ktera´ rozrusˇ´ı elektrostatickou repulzi, dojde k agregaci nanocˇa´stic, ktera´
je doprova´zena zmeˇnou vlnove´ de´lky plazmonove´ rezonance a cˇasto lze pozorovat
pouhy´m okem (viz obra´zek 3.1). Tento test je vsˇeobecneˇ rozsˇ´ıˇren a kromeˇ jine´ho
slouzˇ´ı i k potvrzen´ı zmeˇny elektrostaticke´ stabilizace po modifikaci nanocˇa´stic.
Ste´ricka´ stabilizace
Druhy´ zp˚usob, jak mohou by´t koloidn´ı kovove´ cˇa´stice ochra´neˇny prˇed agregac´ı,
je pouzˇit´ı makromolekul, jako jsou dendrimery, polymery, blokove´ kopolymery nebo
oligomery, ktere´ kolem nanocˇa´stic vytvorˇ´ı ochrannou vrstvu. Aby byla stabilizace
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u´cˇinna´, mus´ı by´t povrch zcela pokryt dostatecˇneˇ silnou vrstvou pevneˇ va´zane´ sta-
bilizuj´ıc´ı la´tky.
Prˇi prˇiblizˇova´n´ı dvou cˇa´stic, na jejichzˇ povrchu je husta´ vrstva pevneˇ adsor-
bovany´ch makromolekul, mohou adsorbovane´ vrstvy bud’ navza´jem pronikat, nebo
dojde k jejich stlacˇova´n´ı. Na to, ktery´ z prˇ´ıpad˚u nastane, ma´ vliv kvalita disperzn´ıho
prostrˇed´ı, tj. afinita k rozpousˇteˇdlu. Stabilizacˇn´ı u´cˇinek se projevuje pouze za pod-
mı´nek, kdy je disperzn´ı prostrˇed´ı pro polymer dobry´m rozpousˇteˇdlem (obra´zek
3.11). V tomto rozpousˇteˇdle nedocha´z´ı k vza´jemne´mu pronika´n´ı (prople´ta´n´ı) mo-
lekul, protozˇe vyv´ıjej´ı odpor proti stlacˇova´n´ı. To bra´n´ı dalˇs´ımu prˇibl´ızˇen´ı cˇa´stic a
t´ım i agregaci.
Prˇi velmi vysoky´ch mola´rn´ıch hmotnostech se mu˚zˇe dlouha´ makromolekula sou-
cˇasneˇ adsorbovat na povrchu neˇkolika cˇa´stic a t´ım je k sobeˇ prˇitahovat. Prˇi n´ızky´ch
koncentrac´ıch polymeru to mu˚zˇe ve´st k tzv. mu˚stkove´ flokulaci.
V porovna´n´ı s elektrostatickou stabilizac´ı, ktera´ je veˇtsˇinou pouzˇ´ıva´na ve vod-
ne´m prostrˇed´ı, mu˚zˇe by´t ste´ricka´ stabilizace pouzˇita jak v organicke´, tak ve vodne´
fa´zi.
Elektroste´ricka´ stabilizace
Elektrostaticka´ a ste´ricka´ stabilizace mohou by´t vyuzˇity za´rovenˇ z d˚uvodu u-
drzˇen´ı kovovy´ch nanocˇa´stic v roztoku. Jako stabiliza´tory se pouzˇ´ıvaj´ı jizˇ zmı´neˇne´
iontove´ detergenty nebo organokovy. Tyto sloucˇeniny nesou jak pola´rn´ı funkcˇn´ı sku-
pinu, umozˇnˇuj´ıc´ı generovat elektrickou dvojvrstvu, tak lipofiln´ı rˇeteˇzec poskytuj´ıc´ı
ste´rickou repulzi.
Stabilizace ligandem nebo rozpousˇteˇdlem
Termı´n stabilizace ligandem byl vybra´n proto, aby popsal pouzˇit´ı tradicˇn´ıch
ligand˚u ke stabilizaci koloid˚u prˇechodny´ch kov˚u. Tato stabilizace je umozˇneˇna inter-
akc´ı kovove´ nanocˇa´stice s ligandy jako jsou naprˇ´ıklad fosfiny, thioly, jejich deriva´ty
a aminy [19, 20].
Obra´zek 3.11: Vliv rozpousˇteˇdla na ste´rickou stabilizaci [20].
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3.3 Funkcionalizace za u´cˇelem c´ılene´ho nava´deˇn´ı
nanocˇa´stic
Nanocˇa´stice samotne´ kv˚uli sve´ velikosti nemohou proniknout prˇes buneˇcˇnou mem-
bra´nu. Funkcionalizac´ı lze dosa´hnout toho, zˇe membra´nove´ prˇenasˇecˇe s molekulami,
ktere´ norma´lneˇ prˇena´sˇej´ı, prˇenesou i nanocˇa´stice funkcionalizovane´ teˇmito moleku-
lami.
Takto se nemus´ı dorucˇovat pouze samotne´ nanocˇa´stice do bunˇky, ale mohou s se-
bou ne´st dalˇs´ı molekuly, ktere´ se uvoln´ı naprˇ´ıklad v bunˇce zmeˇnou pH. V prˇehledove´
pra´ci [21] jsou naznacˇeny mozˇnosti vyuzˇit´ı funkcionalizovany´ch zlaty´ch nanocˇa´stic
jako nosicˇ˚u jednoduchy´ch molekul, jako jsou naprˇ´ıklad silneˇ reaktivn´ı singletovy´
kysl´ık 1O2 nebo oxid dusnaty´ NO.
Nanocˇa´stice jsou schopne´ do buneˇk dorucˇit i veˇtsˇ´ı biomolekuly. Veˇdecke´ ty´my
uzˇ uspeˇly ve snaze dorucˇit do bunˇky i peptidy, proteiny a nukleove´ kyseliny, vcˇetneˇ
DNA i RNA. Tohoto se naprˇ´ıklad da´ vyuzˇ´ıt v genove´ terapii, i kdyzˇ je efektivita
mensˇ´ı nezˇ u dorucˇen´ı DNA pomoc´ı vir˚u.
C´ılene´ho nava´deˇn´ı cˇa´stic se da´ vyuzˇ´ıt prˇi tzv. fototerapii. Nanocˇa´stice jsou funk-
cionalizova´ny antigeny, ktere´ jsou specificky vychyta´va´ny protila´tkami vystaveny´mi
na povrchu buneˇcˇny´ch membra´n. Takto se naprˇ´ıklad na zlate´ nanocˇa´stice nava´zˇe
antigen, ktery´ je specificky´ k protila´tka´m na povrchu rakovinny´ch buneˇk. Dı´ky in-
terakci antigen-protila´tka se zlata´ nanocˇa´stice prˇichyt´ı na povrch bunˇky. Kdyzˇ jsou
zlate´ nanocˇa´stice oza´rˇeny sveˇtlem o vlnovy´ch de´lka´ch v rozmez´ı 800 nm - 1400 nm,
zp˚usobuj´ı loka´ln´ı zahrˇ´ıva´n´ı okoln´ı tka´neˇ. Takto se daj´ı znicˇit naprˇ´ıklad na´dorove´
tka´neˇ.
Da´le se na povrchu nanocˇa´stic funkcionalizovany´ch specificky´mi antigeny daj´ı do
c´ılove´ oblasti dorucˇovat i le´ky (u´cˇinne´ la´tky). Velkou vy´hodou tohoto specificke´ho
dorucˇova´n´ı u´cˇinny´ch la´tek je prˇedevsˇ´ım omezen´ı vedlejˇs´ıch u´cˇink˚u le´k˚u [21].
Celkoveˇ se da´ rˇ´ıct, zˇe v te´to oblasti maj´ı funkcionalizovane´ nanocˇa´stice velky´
potencia´l. Ovsˇem zat´ım se neobjevily zˇa´dne´ studie prokazuj´ıc´ı jejich zdravotn´ı ne-
za´vadnost.
3.4 Funkcionalizace za u´cˇelem studia molekulo-
vy´ch interakc´ı
V molekula´rn´ı biologii a chemii je studium molekul a jejich vza´jemny´ch interakc´ı
velmi d˚ulezˇite´ k pochopen´ı mechanismu˚ naprˇ´ıklad chemicky´ch reakc´ı nebo prosto-
rovy´ch usporˇa´da´n´ı (bio)molekul. K simulac´ım teˇchto interakc´ı jsou vytva´rˇeny kom-
plexn´ı pocˇ´ıtacˇove´ programy, ktere´ jsou pomoc´ı kvantovy´ch vy´pocˇt˚u schopny prˇiblizˇ-
neˇ stanovit, jak je ktera´ vazba nebo interakce silna´.
Studium interakc´ı se d´ıky mozˇnosti funkcionalizovat hrot SPM (rastrovac´ı son-
dova´ mikroskopie z anglicke´ho Scanning Probe Microscopy) mu˚zˇe prova´deˇt i expe-
rimenta´lneˇ v laboratorˇi.
Za´kladem je funkcionalizace hrotu SPM jedn´ım typem molekuly a imobilizace
molekul druhe´ho typu na povrch vzorku. Na´sledneˇ je rame´nko SPM od povrchu
oddalova´no a sn´ıma´ se s´ıla, ktera´ na neˇj p˚usob´ı (obra´zek 3.12)
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Obra´zek 3.12: Zna´zorneˇn´ı experimenta´ln´ıho usporˇa´da´n´ı [22].
Druhy´m typem usporˇa´da´n´ı je imobilizace molekuly na povrch vzorku. Volny´
konec molekuly je osˇetrˇen tak, aby se nava´zal na hrot SPM. Opeˇt se rame´nko SPM
oddaluje od povrchu a zkouma´ se s´ıla, ktera´ na neˇj p˚usob´ı. V tomto prˇ´ıpadeˇ lze vsˇak
sledovat velikost interakce funkcˇn´ıch skupin, ktere´ jsou zodpoveˇdne´ za prostorove´
usporˇa´da´n´ı molekuly. Cely´ tento proces je tedy zalozˇen na
”
rozple´ta´n´ı“ molekul.
Takto byly experimenta´lneˇ urcˇeny s´ıly interakc´ı naprˇ´ıklad mezi streptavidinem
a biotinem (260 ± 120 pn) [22] nebo byly zjiˇsteˇny s´ıly, ktere´ drzˇ´ı pohromadeˇ rˇeteˇzce
dvouvla´knove´ DNA [23]. V te´to pra´ci byla molekula DNA uchycena obeˇma 5’-konci.
Jedn´ım k povrchu a druhy´m k hrotu AFM. Takto zjiˇsteˇna´ s´ıla na odtrhnut´ı rˇeteˇzc˚u
od sebe byla 20 pN − 50 pN.
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4 METODY DETEKCE
V te´to kapitole budou shrnuty metody detekce zmeˇny vlastnost´ı nanostruktur po je-
jich funkcionalizaci. Jedna´ se veˇtsˇinou o zmeˇnu opticky´ch vlastnost´ı. K tomu slouzˇ´ı
jak jednodusˇsˇ´ı metody, mezi ktere´ patrˇ´ı naprˇ´ıklad kolorimetrie, a pak take´ kom-
plexn´ı metody, k nimzˇ patrˇ´ı naprˇ´ıklad elipsometrie. Kromeˇ teˇchto uvedeny´ch metod
se pouzˇ´ıvaj´ı metody vyuzˇ´ıvaj´ıc´ıch SPR (povrchovou plazmonovou rezonanci z ang-
licke´ho Surface Plasmon Resonance) a LSPR (lokalizovanou povrchovou plazmono-
vou rezonanci z anglicke´ho Localised Surface Plasmon Resonance). Dalˇs´ı metodou,
ktera´ se da´ vyuzˇ´ıt, je FTIR spektroskopie (z anglicke´ho Fourier Transform InfraRed
spectroscopy)
4.1 Kolorimetrie
Kolorimetricke´ metody se nejcˇasteˇji vyuzˇ´ıvaj´ı ve spojen´ı s roztoky. Naprˇ´ıklad spek-
trofotometrie meˇrˇ´ı spektra´ln´ı absorbanci cˇi transmitanci roztok˚u. V biochemii se
tato metoda pouzˇ´ıva´ ke stanoven´ı koncentrace urcˇite´ la´tky v roztoku porovna´va´n´ım
absorbance prˇi urcˇite´ vlnove´ de´lce, ktera´ odpov´ıda´ spektra´ln´ımu maximu absorbce.
Tato metoda se da´ vyuzˇ´ıt i pro detekci funkcionalizace nanocˇa´stic v koloidn´ıch
roztoc´ıch. Funkcionalizac´ı se veˇtsˇinou meˇn´ı vlnova´ de´lka absorpcˇn´ıho maxima a to
lze pak porovna´n´ım spekter velice snadno rozliˇsit. Prˇ´ıklad experimenta´ln´ıho uspo-
rˇa´da´n´ı zachycuje obra´zek 4.1
Obra´zek 4.1: Usporˇa´da´n´ı spektrofotometicke´ sestavy [24]. Sveˇtlo pocha´zej´ıc´ı od zdroje je
vstupn´ı sˇteˇrbinou omezeno v u´zky´ svazek. Difrakc´ı na mrˇ´ızˇce se ze svazku
vybere jedna vlnova´ de´lka, jej´ızˇ maximum se nacha´z´ı v opticke´ ose soustavy.
Svazek se znovu omez´ı sˇteˇrbinou, projde kyvetou se vzorkem, je zachycen
detektorem a pote´ prˇeveden na digita´ln´ı vy´stup na displeji.
4.2 Elipsometrie
Elipsometrie je metoda opticke´ analy´zy vlastnost´ı povrch˚u a tenky´ch vrstev, ktera´
je zalozˇena na sledova´n´ı zmeˇn polarizace sveˇtla po jeho odrazu od rozhran´ı. Prˇi neˇm
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se meˇn´ı amplituda i fa´ze slozˇky Es (s - slozˇka vektoru intenzity elektricke´ho pole
kmitaj´ıc´ı kolmo k rovineˇ dopadu) obecneˇ jinak nezˇ u slozˇky Ep (p - slozˇka vektoru
intenzity elektricke´ho pole kmitaj´ıc´ı v rovineˇ dopadu) a linea´rneˇ polarizovane´ sveˇtlo
se v d˚usledku toho po odrazu obecneˇ meˇn´ı na elipticky polarizovane´ (odtud take´
pocha´z´ı na´zev elipsometrie). Sche´ma usporˇa´da´n´ı lze videˇt na obra´zku 4.2. Prˇi meˇrˇen´ı
je pak mozˇne´ z´ıskat informaci o povrchovy´ch vrstva´ch, jejichzˇ tlousˇt’ky jsou mensˇ´ı
nezˇ vlnova´ de´lka pouzˇite´ho sveˇtla. Elipsometrie na rozd´ıl od veˇtsˇiny opticky´ch metod
nen´ı limitova´na difrakc´ı a mu˚zˇe dosa´hnout vertika´ln´ıho rozliˇsen´ı v rˇa´du desetin
nanometru.
Vy´stupem z elipsometricke´ho meˇrˇen´ı jsou vzˇdy dva parametry Ψ a ∆, resp.
jejich za´vislost na u´hlu dopadu, u´hlu analyza´toru a vlnove´ de´lce. Z nich je potom
mozˇne´ vypocˇ´ıtat naprˇ´ıklad tlousˇt’ku vrstvy, na ktere´ dosˇlo k odrazu, jej´ı dielektrickou
funkci cˇi jine´ opticke´ konstanty. Pokud jsou tato meˇrˇen´ı prova´deˇna pouze pro jednu
vybranou vlnovou de´lku, jde o tzv. jednovlnnou elipsometrii. Ta nasˇla uplatneˇn´ı
zejme´na v technicke´ praxi. Spektroskopicka´ elipsometrie – tedy meˇrˇen´ı spektra´ln´ı
za´vislosti Ψ a ∆ – z˚usta´va´ dome´nou sp´ıˇse veˇdecky´ch laboratorˇ´ı a bude pouzˇ´ıva´na
i v te´to pra´ci.
Dalˇs´ım krokem je pak hleda´n´ı teoreticke´ho modelu, jemuzˇ odpov´ıdaj´ıc´ı za´vislosti
parametr˚u Ψ a ∆ nejle´pe vystihuj´ı ty experimenta´lneˇ urcˇene´. Tomuto procesu se rˇ´ıka´
fitova´n´ı. Spocˇ´ıva´ v kombinaci znalost´ı fyzika´ln´ıch vlastnost´ı dane´ho vzorku (naprˇ.
tlousˇt’ka vrstev) a numericky´ch metod hleda´n´ı ostatn´ıch parametr˚u teoreticke´ho
modelu (naprˇ. dielektricka´ funkce materia´lu) takovy´m zp˚usobem, aby se minima-
lizovala odchylka modelu prˇ´ıslusˇej´ıc´ıch parametr˚u od teˇch nameˇrˇeny´ch. V prˇ´ıpadeˇ
vzork˚u se zlaty´mi nanocˇa´sticemi na krˇemı´kove´m povrchu, ktere´ budou meˇrˇeny v te´to
pra´ci, je vsˇak takovy´ proces velice obt´ızˇny´ a vyzˇaduje hluboke´ znalosti te´to proble-
matiky. Samotna´ elipsometricka´ spektra nejsou pro u´cˇely te´to pra´ce prˇ´ıpadeˇ prˇ´ıliˇs
na´zorna´, a proto je z nich vypocˇtena tzv. pseudodielektricka´ funkce ε˜. Slozˇity´ model,
ktery´ by vystihoval vsˇechny aspekty (multivrstve´ho) povrchu pokryte´ho kovovy´mi
nanocˇa´sticemi, je v tomto prˇ´ıpadeˇ nahrazen modelem jedne´ polonekonecˇne´ vrstvy
s komplexn´ı dielektrickou funkc´ı ε˜. Z n´ı pak lze urcˇit komplexn´ı index lomu cˇi jine´
opticke´ konstanty prˇ´ıslusˇej´ıc´ı takove´ vrstveˇ.
Vy´hodou te´to metody je jednoduche´ proveden´ı a absence chromaticky´ch vad,
nevy´hodou je veˇtsˇ´ı chyba meˇrˇen´ı v prˇ´ıpadech, kdy se parametr ∆ bl´ızˇ´ı k 0◦, resp.
180◦ a slozˇiteˇjˇs´ı interpretace vy´sledk˚u [25].
4.3 SPR
S prˇ´ıchodem nanotechnologi´ı a s prˇ´ıpravou tenky´ch vrstev nastal rozvoj i v metoda´ch
detekce. Po popsa´n´ı jevu povrchovy´ch plazmon˚u a polariton˚u se jich zacˇalo vyuzˇ´ıvat
pro zlepsˇen´ı detektor˚u a k sn´ızˇen´ı detekcˇn´ıch limit˚u senzor˚u. SPR senzory se sesta´vaj´ı
ze zdroje sveˇtla, transparentn´ıho hranolu a transdukcˇn´ıho povrchu (vrstva vza´cne´ho
kovu). Transdukcˇn´ı povrch je obvykle tvorˇen 50 - 100 nm tlustou zlatou vrstvou na
skl´ıcˇku (cˇip SPR biosenzoru), ktere´ je imerzn´ım olejem opticky spojeno s hranolem.
Kromeˇ zlata se pouzˇ´ıvaj´ı jesˇteˇ dalˇs´ı kovy naprˇ. strˇ´ıbro, meˇd’ nebo hlin´ık, ale zlato je
preferova´no pro svou chemickou stabilitu. Umı´steˇn´ım zlate´ho filmu se odliˇsuj´ı dveˇ
konstrukce, Ottova a Kretschmannova (obra´zek 4.3). V Ottoveˇ konfiguraci nen´ı zlaty´
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Obra´zek 4.2: Sche´maticke´ zobrazen´ı elipsometricke´ sestavy. Ze zdroje vycha´z´ı nepolarizo-
vane´ sveˇtlo, procha´z´ı polariza´torem (P) a meˇn´ı se na linea´rneˇ polarizovane´.
Po odrazu je sveˇtlo elipticky polarizovane´, analyza´torem (A) se opeˇt polari-
zuje linea´rneˇ a je sn´ıma´no detektorem. Prˇevzato z [25].
film v prˇ´ıme´m kontaktu s hranolem, ale v dosahu evanescentn´ıch vln. Plazmony se
vybud´ı a sˇ´ıˇr´ı se po kovove´m povrchu v prostoru mezi hranolem a kovovou vrstvou.
Pro prakticke´ pouzˇit´ı se tato konfigurace prˇ´ıliˇs nehod´ı, a pouzˇ´ıva´ se Kretschmannova
konfigurece. Pu˚vodneˇ byl film kovu nanesen prˇ´ımo na hranol, avsˇak vy´meˇnna´ skl´ıcˇka
se zlatou vrstvou umozˇnˇuj´ı proveden´ı r˚uzny´ch analy´z, prˇicˇemzˇ hranol z˚usta´va´ stejny´
[26].
Obra´zek 4.3: Sche´maticke´ zna´zorneˇn´ı Kretschmannova (A) a Ottova usporˇa´da´n´ı (B).
4.4 LSPR
LSPR senzory vyuzˇ´ıvaj´ı stejne´ho principu jako SPR senzory s jediny´m rozd´ılem, zˇe
vyuzˇ´ıvaj´ı plazmonicke´ struktury na povrchu kovove´ vrstvy. Plazmonicky´mi struktu-
rami mohou by´t naprˇ´ıklad ante´nky nejr˚uzneˇjˇs´ıch tvar˚u. Poloha jejich absorpcˇn´ıho
(rezonancˇn´ıho) maxima ve spektru za´lezˇ´ı prˇedevsˇ´ım na jejich tvaru, ale take´ na
vzda´lenosti mezi nimi [27].
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4.5 FTIR
V te´to metodeˇ infracˇervene´ za´rˇen´ı dopada´ na povrch vzorku, cˇa´st z neˇj je absor-
bova´na a cˇa´st se odraz´ı. Odrazˇene´ za´rˇen´ı je pak zachycova´no detektorem. Vy´sledne´
spektrum pozorovane´ detektorem je ochuzeno o za´rˇen´ı, ktere´ je pohlceno moleku-
lami nebo strukturami, ktere´ maj´ı absorpcˇn´ı maximum v IR oblasti. Tato metoda
bude takte´zˇ pouzˇita v te´to pra´ci.
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5 PRAKTICKA´ CˇA´ST
5.1 Prˇ´ıprava nanostruktur pro funkcionalizaci
Jako nanostruktury vhodne´ k funkcionalizaci jsem si zvolil dveˇ r˚uzna´ usporˇa´da´n´ı
zlata na krˇemı´kove´m podkladu.
Prvn´ım usporˇa´da´n´ım byly 80 nm velke´ zlate´ nanocˇa´stice (0D) nadeponovane´ na
krˇemı´kovou desticˇku. Krˇemı´kove´ desticˇky o velikosti cca 15 × 15 mm2 byly odrˇeza´ny
z desek fosforem cˇi borem dopovane´ho monokrystalicke´ho krˇemı´ku o krystalove´ ori-
entaci (100) a tlousˇt’ce cca 525 µm. Na krˇemı´kove´m povrchu byl ponecha´n nativn´ı
oxid a probeˇhlo pouze ocˇiˇsteˇn´ı proudem dus´ıku (N2). Samotna´ depozice prob´ıhala
z 1 ml komercˇneˇ dostupne´ho koloidn´ıho roztoku 80nm zlaty´ch kulicˇek upravene´ho
3, 29µmol HCl. Pro veˇtsˇ´ı podrobnosti a vysveˇtlen´ı procedury v [25].
Takto prˇipravene´ vzorky byly pouzˇity pro elipsometricka´ meˇrˇen´ı. Sn´ımek nade-
ponovany´ch kulicˇek porˇ´ızeny´ elektronovy´m mikroskopem jsou zobrazeny na obra´z-
ku 5.1.
Obra´zek 5.1: Sn´ımek kulicˇek porˇ´ızeny´ elektronovy´m mikroskopem prˇed (A) a po (B) funk-
cionalizaci.
Druhy´m usporˇa´da´n´ım byla pole zlaty´ch ante´nek (2D). Ante´ny byly vytvorˇeny
ve spolupra´ci s Jiˇr´ım Babocky´m pomoc´ı EBL (elektronove´ litografie, z anglicke´ho
Electron Beam Lithography) [28]. Na krˇemı´k bylo litografiı prˇipraveno 6 pol´ı ante´n
o trˇech r˚uzny´ch de´lka´ch rame´nek. Byla snaha ante´ny vytvorˇit o sˇ´ıˇrce 200 nm s
mezerou mezi rame´nky o sˇ´ıˇrce 400 nm a o de´lka´ch rame´nek 1, 2µm, 1, 5µm a 1, 8µm.
Rozestupy mezi jednotlivy´mi ante´nkami byly 3 µm.
Takto prˇipravene´ vzorky byly vytvorˇeny pro meˇrˇen´ı pomoc´ı FTIR spektroskopie.
Sche´maticky´ na´kres pol´ı je videˇt na obra´zku 5.2A. Sn´ımek z opticke´ mikroskopie
v temne´m poli na obra´zku 5.2B a sn´ımek z elektronove´ho mikroskopu ve vy´rˇezu
obra´zku 5.2B.
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Obra´zek 5.2: (A) - Sche´maticke´ zobrazen´ı vzorku prˇipravene´ho pro FTIR meˇrˇen´ı. 1 - 6
jsou pole prˇipraveny´ch ante´n. Pole velikosti 50 × 50µm2 jsou umı´steˇna ve
veˇtsˇ´ım ra´mecˇku, ktery´ byl prˇipraven, aby bylo mozˇne´ oblast s ante´nami videˇt
pouhy´m okem. Pole 1 a 5 odpov´ıda´ poli ante´n s de´lkou rame´nka 1, 2µm, pole
2 a 6 odpov´ıda´ poli ante´n s de´lkou rame´nka 1, 5µm a pole 3 a 4 odpov´ıda´
poli ante´n s de´lkou rame´nka 1, 8µm. (B) - Sn´ımek pole ante´n z opticke´ mik-
roskopie v temne´m poli. Ve vy´rˇezu sn´ımek ante´n z elektronove´ho mikroskopu
s sˇ´ıˇrkou rame´nka 1, 8µm.
5.2 Roztoky pro funkcionalizaci
Z U´stavu chemie a biochemie Mendelovy zemeˇdeˇlske´ a lesnicke´ univerzity v Brneˇ
byly poskytnuty 4 roztoky thiolovane´ jednovla´knove´ DNA. Roztoky se liˇsily de´lkou
rˇeteˇzce - dva roztoky byly s de´lkou rˇeteˇzce 15 ba´z´ı (da´le pouze 15b) a dva roztoky s
de´lkou rˇeteˇzce 10b. Od kazˇde´ de´lky rˇeteˇzce byly poskytnuty dveˇ r˚uzne´ koncentrace
a to 25 mgml−1 a 100 mgml−1. Pro prˇehlednost jsem je shrnul do tabulky 5.1.
Tabulka 5.1: Tabulka shrnuj´ıc´ı de´lky rˇeteˇzc˚u a koncentrac´ı v jednotlivy´ch vzorc´ıch.
de´lka rˇeteˇzce koncentrace / mgml−1
Roztok 1 15 ba´z´ı 25
Roztok 2 15 ba´z´ı 100
Roztok 3 10 ba´z´ı 25
Roztok 4 10 ba´z´ı 100
5.3 Elipsometricke´ meˇrˇen´ı
Pro elipsometricke´ meˇrˇen´ı byly vyuzˇity prˇedem prˇipravene´ 80nm zlate´ kulicˇky na
cˇtyrˇech krˇemı´kovy´ch desticˇka´ch (viz kapitola 5.1) a byly meˇrˇeny pomoc´ı elipsome-
tru v laboratorˇi Masarykovy univerzity. U´hel dopadu sveˇtla byl po zmeˇrˇen´ı neˇkolika
u´hl˚u nastaven na 70◦, kdy meˇrˇen´ı vykazovalo nejmensˇ´ı sˇum. Prˇi tomto nastaven´ı byly
zmeˇrˇeny tyto cˇtyrˇi vzorky jako reference. Pote´ byly na tyto vzorky napipetova´ny uve-
dene´ roztoky, kazˇdy´ na jiny´ vzorek. Roztoky byly ponecha´ny v kontaktu s roztoky po
dobu peˇti minut, protozˇe po prˇedchoz´ı zkusˇenosti delˇs´ı kontakt s roztokem nemeˇl na
vy´sledky vliv. Na´sledneˇ byly omyty destilovanou vodou a funkcionalizovane´ vzorky
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byly jesˇteˇ osusˇeny, aby nebylo meˇrˇen´ı ovlivneˇno prˇ´ıtomnost´ı kapaliny. A opeˇt bylo
provedeno elipsometricke´ meˇrˇen´ı.
Z takto nameˇrˇeny´ch dat byly vypocˇteny pseudodielektricke´ funkce prˇ´ıslusˇny´ch
vzork˚u (jak referencˇn´ıch, tak funkcionalizovany´ch) a ty byly mezi sebou porovna´-
va´ny. Funkcionalizace meˇla ovlivnit pseudodielektrickou funkci referencˇn´ıch vzork˚u
[29]. Bylo proto ocˇeka´va´no, zˇe se pseudidielektricke´ funkce vzorku prˇed a po funk-
cionalizaci budou liˇsit posunut´ım maxim (minim), tak i jejich deformac´ı.
Na obra´zku 5.3 je zobrazen vy´sledek meˇrˇen´ı pro roztok 4. Experimenty s ostatn´ı-
mi roztoky vykazuj´ı podobne´ zmeˇny. Z obra´zku jde videˇt, zˇe se v rea´lne´ cˇa´sti pseu-
dodielektricke´ funkce minimum v oblasti kolem 600 nm neposouva´, ale cela´ krˇivka
je posunuta do vysˇsˇ´ıch hodnot pseudodielektricke´ funkce, cozˇ odpov´ıda´ zvy´sˇene´mu
indexu lomu v cele´m spektru. V imagina´rn´ı cˇa´sti pseudodielektricke´ funkce jsou
vy´sledky zaj´ımaveˇjˇs´ı. Cele´ spektrum se zda´ by´t posunute´ ve smeˇru k nizˇsˇ´ım vl-
novy´m de´lka´m. Take´ cela´ krˇivka se posouva´ k nizˇsˇ´ım hodnota´m ve vertika´ln´ım
smeˇru. Vy´sledky meˇrˇen´ı jsem shrnul do tabulky 5.2. Hodnoty byly odecˇteny s graf˚u
s odchylkou ±4 nm.
Z tabulky 5.2 je zrˇejme´, zˇe po funkcionalizaci se minimum v rea´lne´ cˇa´sti pseu-
dodielektricke´ funkce vy´razneˇ neposouva´ ani nedeformuje.
Vy´razny´ posuv krˇivky v rˇa´du des´ıtek nm je vsˇak dobrˇe videˇt v komplexn´ı cˇa´sti
pseudodielektricke´ funkce. Z tabulky 5.2 lze vycˇ´ıst, zˇe delˇs´ı rˇeteˇzec vykazuje veˇtsˇ´ı
posuv nezˇ kratsˇ´ı a koncentrace roztok˚u na posuv vliv nema´. Rozd´ıl de´lky rˇeteˇzce
o 5 ba´z´ı v tomto prˇ´ıpadeˇ znamenal zmeˇnu posuvu o cca 10 nm. Pro detailneˇjˇs´ı
prostudova´n´ı vlivu de´lky rˇeteˇzce na zmeˇnu posuvu by bylo potrˇeba v´ıce roztok˚u
s r˚uznou de´lkou rˇeteˇzce. Nejzaj´ımaveˇjˇs´ı ale na cele´m meˇrˇen´ı je posun krˇivky na
opacˇnou stranu, nezˇ se prˇedpokla´dalo. Posuv totizˇ nastal do kratsˇ´ıch vlnovy´ch
de´lek, tud´ızˇ do veˇtsˇ´ıch energi´ı. Veˇtsˇinou se v literaturˇe hovorˇ´ı o tzv. cˇervene´m
posuvu, cozˇ znamena´ posuv absorbcˇn´ıch krˇivek po funkcionalizaci do vysˇsˇ´ıch vl-
novy´ch de´lek. Bohuzˇel se zat´ım nepodarˇilo naj´ıt literaturu, ktera´ by se podobnou
skutecˇnost´ı zaby´vala a i prˇes spolupra´ci s Luka´sˇem Brˇ´ınkem jsme nedoka´zali tento
opacˇny´ posuv plneˇ vysveˇtlit. Nab´ız´ı se zde mozˇnost, zˇe molekula jednovla´knove´
DNA sta´cˇ´ı rovinu polarizovane´ho sveˇtla d´ıky chira´ln´ım uhl´ık˚um ve sve´ molekule.
Tato skutecˇnost by ovlivnˇovala cele´ elipsometricke´ meˇrˇen´ı a mohla by celou krˇivku
posunout. Dalˇs´ı vlivy, naprˇ´ıklad agregaci nanoca´stic, jsem vyloucˇil porˇ´ızen´ım sn´ımk˚u
z elektronove´ho mikroskopu (viz obra´zek 5.1), ze ktery´ch je zrˇejme´, zˇe funkciona-
lizace nezp˚usob´ı prˇeusporˇa´da´n´ı nanocˇa´stic. Takte´zˇ soustavnou chybu v meˇrˇen´ı cˇi
v prˇepocˇ´ıta´va´n´ı lze s nejveˇtsˇ´ı pravdeˇpodobnost´ı vyloucˇit, protozˇe se na elipsome-
tru prˇed experimentem meˇrˇil zna´my´ vzorek a po prˇepocˇtech vykazoval ocˇeka´vane´
hodnoty pseudodielektricke´ funkce.
Dalˇs´ım postupem v te´to problematice by mohlo by´t oveˇrˇen´ı vlivu de´lky rˇeteˇzce
na posunu krˇivky promeˇrˇen´ım v´ıce vzork˚u a oveˇrˇen´ı sta´cˇivosti roviny polarizovane´ho
sveˇtla molekulami DNA. Da´le by meˇla by´t dokoncˇena aparatura na meˇrˇen´ı absor-
bance a transmitance koloidn´ıch roztok˚u funkcionalizovany´ch nanocˇa´stic a postupne´
zacˇleneˇn´ı pr˚utocˇny´ch cel do cele´ho syste´mu, cozˇ by meˇlo umozˇnit v rea´lne´m cˇase
sledovat zmeˇny opticky´ch vlastnost´ı vlivem funkcionalizace.
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Obra´zek 5.3: Zmeˇrˇena´ rea´lna´ (nahorˇe) a komplexn´ı (dole) cˇa´st pseudodielektricke´ funkce.
Modra´ barva odpov´ıda´ referencˇn´ımu vzorku a zelena´ barva odpov´ıda´ vzorku
po funkcionalizaci v tomto prˇ´ıpadeˇ roztokem s jednovla´knovou DNA o de´lce
10b s koncentrac´ı 100 mgml−1.
Tabulka 5.2: Tabulka shrnuj´ıc´ı pozice extre´mu˚ v nameˇrˇeny´ch datech.
Pozice minima v Re(ε˜) /nm Pozice maxima v Im(ε˜) /nm
Reference Po aplikaci Reference Po aplikaci Rozd´ıl maxim
Roztok 1 602 604 703 660 43
Roztok 2 602 594 703 657 46
Roztok 3 603 596 700 665 35
Roztok 4 602 599 696 662 34
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5.4 FTIR
Pro toto meˇrˇen´ı byly prˇipraveny vzorky s poli ante´n (viz vy´sˇe) a cely´ experiment
prob´ıhal na FTIR spektroskopu ve spolupra´ci s POLYMER INSTITUTE BRNO,
s.r.o.
Na zacˇa´tku experimentu jsme se poty´kali s technicky´mi proble´my, protozˇe prˇipra-
vene´ nanostruktury nebyly v opticke´m mikroskopu, prˇipojene´m k meˇrˇ´ıc´ımu prˇ´ıstroji,
videˇt. Tuto za´lezˇitost jsme vyrˇesˇili napodoben´ım mikroskopie v temne´m poli, kdy
bylo vypnuto prˇ´ıme´ osv´ıcen´ı a z boku byl rucˇn´ı sv´ıtilnou osveˇtlova´n vzorek. Roz-
pty´lene´ sveˇtlo od nanostruktur bylo dostatecˇne´ k zameˇrˇen´ı jednotlivy´ch pol´ı. Po
nastaven´ı parametr˚u meˇrˇen´ı v pocˇ´ıtacˇi byla nejprve zmeˇrˇena referencˇn´ı spektra pol´ı
ante´n, pote´ byl na 5 minut aplikova´n roztok 4, vzorek byl opla´chnut, ususˇen, opeˇt
a vlozˇen do aparatury. Opeˇt byla zmeˇrˇena spektra vsˇech sˇesti pol´ı.
Od experimentu bylo ocˇeka´va´no, zˇe se v referencˇn´ım spektru objev´ı absorpcˇn´ı
maxima (λm) odpov´ıdaj´ıc´ı rozmeˇr˚um ante´nek:
λm = 2 l nef , (1)
kde nef je efektivni index lomu (pro zlate´ nanostruktury na krˇemı´ku je nef = 3, 4).
Da´le se prˇedpokla´dalo, zˇe v nameˇrˇene´m spektru po funkcionalizaci se toto absorpcˇn´ı
maximum posune nebo bude deformovat a take´, zˇe se ve spektru objev´ı absorpcˇn´ı
maxima odpov´ıdaj´ıc´ı absorbci jednotlivy´ch ba´z´ı DNA.
Obra´zek 5.4 ukazuje zmeˇrˇene´ spektrum pole cˇ´ıslo 4. Ostatn´ı nameˇrˇena´ spektra
vykazuj´ı stejne´ tvary obou krˇivek. Zmeˇrˇene´ polohy maxim ve spektru a zmeˇrˇene´
rozmeˇry ante´n z obra´zk˚u porˇ´ızeny´ch elektronovy´m mikroskopem jsem shrnul do
tabulky 5.3.
Obra´zek 5.4: Spekrum pole cˇ´ıslo 4 zmeˇrˇene´ FTIR spektroskopi´ı. Modra´ barva odpov´ıda´
referencˇn´ımu spektru a cˇervena´ barva odpov´ıda´ spektru zmeˇrˇene´mu po funk-
cionalizaci.
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Tabulka 5.3: Tabulka nameˇrˇeny´ch hodnot, kde ln je navrhovana´ de´lka rame´nka, lFTIR je
de´lka rame´nka vypocˇtena´ ze zjiˇsteˇne´ λm, lSEM je de´lka rame´nka zmeˇrˇena´
ze sn´ımk˚u z elektronove´ho mikroskopu a nef (vyp) je hodnota efektivne´ho
indexu lomu vypocˇtena´ z λm a lSEM .
pole ln / µm Max / cm
−1 λm / µm lFTIR / µm lSEM / µm nef (vyp)
1 1,20 1540 6,494 0,95 1,28 2,54
2 1,50 1110 9,009 1,32 1,57 2,87
3 1,80 930 10,753 1,58 1,85 2,91
4 1,80 935 10,695 1,57 1,89 2,83
5 1,20 1510 6,623 0,97 1,23 2,69
6 1,50 1140 8,772 1,29 1,55 2,83
Na grafu na obra´zku 5.4 lze videˇt vy´razne´ maximum v okol´ı 10, 7µm, cozˇ by
meˇlo odpov´ıdat poli ante´nek o de´lce rame´nka 1, 57µm. Da´le lze pozorovat sˇum mezi
vlnovy´mi de´lkami 5, 5− 7µm zp˚usobeny´ molekulami H2O a da´le loka´ln´ı maximum
ve vlnove´ de´lce okolo 4, 25µm zp˚usobene´ molekulami CO2. Nakloneˇn´ı cele´ krˇivky je
zp˚usobeno jiny´m zaostrˇen´ım objektivu. Ocˇeka´vany´ posuv nebo deformace maxima
nebyl pozorova´n, ale takte´zˇ nebyly zaznamena´ny maxima odpov´ıdaj´ıc´ı jednotlivy´m
ba´z´ım DNA. Ty by se nanesˇteˇst´ı meˇly objevit v oblasti sˇumu zp˚usobene´ moleku-
lami H2O. Absence deformace cˇi posuvu maxima by mohlo znamenat, zˇe uzˇ byl
roztok stary´ a molekuly jednovla´knove´ DNA se na povrch zlaty´ch nanostruktur ne-
nava´zaly nebo vliv DNA na zlate´ nanostrury nen´ı pozorovatelny´. Prvn´ı mozˇnost je
pravdeˇpodobneˇjˇs´ı z d˚uvodu absence maxim od jednotlivy´ch ba´z´ı, ktere´ by meˇly by´t
i prˇes sˇum od molekul vody by´t videˇt.
Da´le jsem srovnal de´lky rame´nek ante´n. Navrhovane´ ante´ny meˇly rame´nka o de´l-
ka´ch 1, 2µm,1, 5µm a 1, 8µm. Odpov´ıdaj´ıc´ı de´lky zmeˇrˇene´ z obra´zk˚u z elektro-
nove´ho mikroskopu jsou v pr˚umeˇru 1, 25µm, 1, 56µm a 1, 87µm. Z FTIR spek-
troskopie pomoc´ı prˇepocˇtu z polohy maxima z rovnice (1) vysˇly hodnoty v pr˚umeˇru
0, 96µm, 1, 31µm a 1, 58µm. Z vy´sledk˚u plyne, zˇe efektivn´ı index lomu nef = 3, 4
neodpov´ıda´ nameˇrˇene´ hodnoteˇ hodnoteˇ z hodnot lSEM a λm (viz nef (vyp) v ta-
bulce 5.3). To mu˚zˇe by´t zp˚usobeno prˇ´ıtomnost´ı naprˇ´ıklad nativn´ıho oxidu, ktery´ ma´
v dany´ch vlnovy´ch de´lka´ch efektivn´ı index lomu 1,25 (prˇi vlnove´ de´lce 6,5 µm), 0,5
(prˇi 9 µm) a 2,1 (prˇi 10,7 µm) [30]. V tomto prˇ´ıpadeˇ by efektivn´ımu indexu lomu
odpov´ıdala sp´ıˇse hodnota nef = 2, 7± 0, 16.
Dalˇs´ım postupem by v tomto prˇ´ıpadeˇ bylo promeˇrˇen´ı v´ıce vzork˚u a oveˇrˇen´ı
prˇ´ıtomnost jednovla´knove´ DNA na jizˇ promeˇrˇene´m vzorku a take´ veˇtsˇ´ı integracˇn´ı cˇas
jednotlivy´ch spekter, ktery´ by mohl vy´razneˇ sn´ızˇit sˇum a le´pe by se dala pozorovat
prˇ´ıpadna´ deformace cˇi posunut´ı maxim.
40
6 ZA´VEˇR
Tato bakala´rˇska´ pra´ce se veˇnovala funkcionalizovany´m nanostruktura´m z hlediska
mozˇne´ho vyuzˇit´ı v oborech biochemie, medic´ıny a biomedic´ıny. V prvn´ı cˇa´sti byla
provedena resˇersˇn´ı studie z veˇdecky´ch cˇla´nk˚u zaby´vaj´ıc´ıch se touto problematikou
a nast´ıneˇn´ı aktua´ln´ıch smeˇr˚u vy´zkumu, mozˇnosti vyuzˇit´ı a metody detekce funkci-
onalizovany´ch nanostruktur.
V prakticke´ cˇa´sti byly popsa´ny provedene´ experimenty. V prvn´ım experimentu
byl zjiˇsteˇn vliv funkcionalizace zlaty´ch nanostruktur na krˇemı´kove´m substra´tu, ktera´
byla provedena jednovla´knovou DNA. Bylo zjiˇsteˇno, zˇe funkcionalizace ma´ za´sadn´ı
vliv na imagina´rn´ı cˇa´st pseudodielektricke´ funkce. Funkcionalizace 10 ba´z´ı dlou-
hou DNA posunula spektrum v pr˚umeˇru o 34,5 nm a 15 ba´z´ı dlouhy´ rˇeteˇzec jed-
novla´knove´ DNA posunul krˇivku v pr˚umeˇru o 44,5 nm. Obeˇ krˇivky jsou od re-
ferenc´ı posunuty do nizˇsˇ´ıch vlnovy´ch de´lek - modry´ posuv. Prozat´ım jsou tyto
vy´sledky prˇisuzova´ny vlastnosti jednovla´knove´ DNA sta´cˇet rovinu polarizovane´ho
sveˇtla, a tud´ızˇ ovlivneˇn´ım cele´ho principu elipsometricke´ho meˇrˇen´ı. Po te´to pra´ci
by meˇlo na´sledovat oveˇrˇen´ı vlivu de´lky rˇeteˇzce na posunut´ı za´vislosti imagina´rn´ı
cˇa´sti pseudodielektricke´ funkce na vlnove´ de´lce za´rˇen´ı promeˇrˇen´ım v´ıce vzork˚u a
vyuzˇit´ı jiny´ch metod k detekci zmeˇn opticky´ch vlastnost´ı nanostruktur, naprˇ´ıklad
kolorimetricke´ metody po sestrojen´ı aparatury na meˇrˇen´ı absorpcˇn´ıch spekter.
Ve druhe´m experimentu byl meˇrˇen vliv jednovla´knove´ DNA na opticke´ vlast-
nosti prˇipraveny´ch zlaty´ch ante´n na krˇemı´kove´m substra´tu s nativn´ım oxidem. Vliv
DNA zmeˇrˇen nebyl, nejsp´ıˇse v d˚uvodu neprobeˇhnut´ı funkcionalizace struktur d´ıky
sta´rˇ´ı roztok˚u. Bylo ale zjiˇsteˇno, zˇe nativn´ı oxid krˇemı´ku vy´razneˇ ovlivnˇuje efek-
tivn´ı index lomu krˇemı´ku v infracˇervene´ oblasti spektra a byl stanoven na hodnotu
nef = 2, 7± 0, 16, prˇicˇemzˇ cˇisty´ krˇemı´k ma´ v te´to oblasti nef = 3, 4. Dalˇs´ım postu-
pem v te´to problematice by meˇlo by´t promeˇrˇen´ı v´ıce vzork˚u a ve spolupra´ci s Ing.
Luka´sˇem Brˇ´ınkem celou situaci simulovat.
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